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RESUMEN
El estudio tuvo como objetivo evaluar la presencia de E. coli O157 (gen rfb O157) en
crías de alpacas (Vicugna pacos) con y sin diarrea, así como los genes que codifican la
intimina (gen eae), toxina Shiga 1 (gen Stx1) y toxina Shiga 2 (gen Stx2). Se utilizaron
cepas de E. coli provenientes de un ensayo previo realizado en Puno, Perú. Se evaluaron
55 y 52 cepas de E. coli provenientes de crías de alpacas con y sin diarrea. Las cepas
fueron procesadas mediante la prueba de reacción en cadena de la polimerasa (PCR).
Ambos grupos resultaron negativos a la presencia de E. coli O157. En el grupo de crías
de alpacas sin diarrea, 7 cepas fueron positivas para el gen eae y 4 para Stx2. En el grupo
de crías de alpacas con diarrea 2 cepas resultaron positivas para los genes eae y Stx1, 1
para eae y Stx2, 5 para eae, 1 para Stx1 y 5 para Stx2. El estudio no identificó la presencia
del serogrupo E. coli O157; sin embargo, se identificó la presencia de los genes eae y Stx,
lo que demuestra que esta especie doméstica podría estar actuando como reservorio de
E. coli enterohemorrágica.
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ABSTRACT
The study aimed to evaluate the presence of E. coli O157 (rfb O157 gene) in young
alpacas (Vicugna pacos) with and without diarrhea, and the genes that codify their main
factors of virulence such as intimin (eae gene), Shiga toxin 1 (gene Stx1) and Shiga toxin
2 (Stx2 gene). Strains of E. coli from a previous study in Puno, Peru were used. A total of
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55 and 52 strains of E. coli from young alpacas with and without diarrhea respectively
were used. Strains were processed by the polymerase chain reaction (PCR) technique.
Both groups resulted negative for the presence of E. coli O157. In the group of alpacas
without diarrhea, 7 strains were positive for the gene eae and 4 for Stx2. In the group of
alpacas with diarrhea 2 strains were positive for the genes eae and Stx1, 1 for eae and
Stx2, 5 for eae, 1 for Stx1 and 5 for Stx2. The survey did not identify the presence of
serogroup E. coli O157; however identified the presence of Stx and eae genes which
shows that this species might be acting as domestic reservoir of enterohaemorrhagic
E. coli.
Key words: Escherichia coli O157, Shiga toxin, intimin, alpaca, Vicugna pacos,
rfbO157, eae, Stx, PCR
INTRODUCCIÓN
Escherichia coli enterohemorrágica
(EHEC) es un agente zoonótico emergente
de gran impacto a nivel mundial (Armstrong
et al., 1996) que causa serias enfermedades
en el humano como la colitis hemorrágica
(CH) y el síndrome urémico hemolítico
(SUH). Dentro de esta especie se encuentra
como serogrupo más importante la E. coli
O157 debido a los serotipos O157:H7 y
O157:H- (Griffin y Tauxe, 1991).
E. coli O157 se transmite por vía fecal-
oral y tiene una dosis infectiva muy baja (me-
nos de 100 bacterias por gramo) (Karmali,
1989). Los vehículos más frecuentes para la
infección humana son los alimentos y el agua
(Tanaro et al., 2006), pero se ha demostrado
la transmisión de persona a persona, la trans-
misión en el laboratorio y por contacto direc-
to con animales (OIE, 2004).
El primer aislamiento de E. coli
enterohemorrágica O157:H7 en el Perú se
reportó en el 2001, en un lactante de 11 me-
ses de edad con un cuadro de diarrea
disentérica (Huapaya et al., 2001; Huguet et
al., 2002). Estudios posteriores realizados en
Lima demostraron la presencia de
Escherichia coli O157:H7 en alimentos
(Mora et al., 2007).
Los rumiantes son el reservorio de
EHEC O157 (Armstrong et al., 1996), sien-
do el ganado bovino la principal especie im-
plicada. Este serogrupo también ha sido ais-
lado de varias especies de mamíferos, aves y
animales silvestres (OIE, 2004). En camélidos
sudamericanos solo se ha reportado la pre-
sencia de E. coli enterohemorrágica O26:H11
en un guanaco (Lama guanicoe) de dos
meses de edad, que presentaba una severa
diarrea acuosa (Mercado et al., 2004).
En el país se reportan numerosos casos
de diarrea con sangre y SUH en humanos,
cuadro clínico asociado a EHEC O157; sin
embargo, no siempre se llega a la identifica-
ción del agente causal. Estos reportes sugie-
ren la presencia de E. coli O157 en animales
reservorios. El objetivo del presente estudio
fue evaluar la posible presencia de E. coli
O157 en muestras de heces de crías de alpa-
ca (Vicugna pacos) con y sin diarrea, así
como la caracterización genotípica de sus
factores de virulencia.
MATERIALES Y MÉTODOS
Se trabajó con 112 cepas de E. coli de
crías de alpacas con diarrea (56) y sin dia-
rrea (56), cepas que provienen de un estudio
realizado en el 2007 en la empresa EPS Ru-
ral Alianza-Macusani y Huaripiña, y comuni-
dades cercanas, ubicadas en la provincia de
Carabaya (4700 msnm), departamento de
Puno. Las crías de alpacas eran de ambos
sexos con edades entre 1 a 60 días.
Rev Inv Vet Perú 2012; 23(1): 98-104100
E. S ilvera et al.
Las cepas estuvieron conservadas a
-20 ºC desde agosto del 2007, en el Labora-
torio de Bacteriología de la Facultad de Me-
dicina Veterinaria, Universidad Nacional Ma-
yor de San Marcos, Lima, en un medio que
contenía leche descremada, glicerol y
triptona.
Se comprobó la viabilidad de las cepas
almacenadas mediante su inoculación en Agar
tripticasa soya (TSA), incubadas a 37 °C por
24 horas, y extracción del ADN de las colo-
nias. El ADN genómico bacteriano se extra-
jo utilizando el Wizard genomic DNA
purification kit (PROMEGA), siguiendo las
instrucciones del fabricante. La calidad y
cantidad del ADN se determinó mediante
espectrofotometría. El ADN genómico ais-
lado se colocó en tubos de microcentrífuga
de 1.5 mL de capacidad y se almacenó a -20
°C hasta su procesamiento.
Mediante PCR se amplificó cuatro genes
de E. coli O157 correspondientes a los genes
rfb O157 (antígeno somático 0157), Stx1 (gen
de la toxina Shiga 1), Stx2 (gen de la toxina
Shiga 2) y eae (gen de la intimina). Los
cebadores, las condiciones de PCR y los ciclos
termales se detallan en los cuadros 1 y 2. La
resolución de los fragmentos se hizo por
electroforesis en gel de agarosa al 2% y se
les visualizó mediante fluorescencia del
bromuro de etidio a través de luz ultravioleta.
RESULTADOS
Se obtuvieron 107 cepas viables de las
112 disponibles, donde 55 y 52 correspondie-
ron a cepas provenientes de crías de alpacas
con y sin diarrea. La cantidad de ADN
genómico obtenido a partir de 1 mL de culti-
vo varió entre 10.4 y 18.8 µg con una media
de 16.8 µg. La pureza y calidad del ADN
analizada a través de la proporción de
absorbancia a 260/280 y 260/230 mostraron
valores promedio de 1.8 (ADN puro) y 1.9
(ADN libre de contaminantes).
Los resultados expresados en propor-
ción y cantidad de cepas que resultaron posi-
tivas se muestran en el Cuadro 3. El 11.2%
de las 107 cepas presentaban el gen eae, de
las cuales, siete correspondieron a cepas de
alpacas sin diarrea (Fig. 1A). Asimismo, una
cepa contenía el gene stx1 y nueve cepas el
gen stx 2 (Fig. 1B). No se logró identificar la
presencia del gen rfb O157.
Cuadro 1. Cebadores utilizados en el estudio 
 
Genes Cebador Secuencia 5’ – 3’ 
PF8 CGTGATGATGTTGAGTTG 
O157 (rfbO157) 
1
 
PR8 AGATTGGTTGGCATTACTG 
Int-Fc CCGGAATTCGGGATCGATTACCGTCAT 
Intimina (eaeA)
 2
 
Int-Rc CCCAAGCTTTTATTTATCAGCCTTAATCTC 
LP30 CAGTTAATGTCGTGGCGAAGG 
toxina Shiga 1 (Stx1A)
 3
 
LP31 CACCAGACAATGTAACCGCTG 
LP43 ATCCTATTCCCGGGAGTTTACG 
toxina Shiga 2 (Stx2A) 3 
LP44 GCGTCATCGTATACACAGGAGC 
1 Maurer et al. (1999); Cheng y Griffiths (1999) 
2 Batchelor et al. (1999) 
3 Cebula et al. (1995)  
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Figura 1. Amplificación de genes. A) gen eae (intimina). MPM: Marcador de peso molecular
100 bp (Fermentas), C1 a C4 (cepas con diarrea), C5 a C7 (cepas sin diarrea)
amplificación del gen eae (840 pb), C8: Blanco de PCR. B) genes toxina Shiga
1(348 pb) y toxina Shiga 2 (584 pb). MPM: Marcador de peso molecular 100 bp
(Fermentas), C1 y C4 (cepas con diarrea): C3 y C6: Blanco de PCR, C2 y C5
(cepas sin diarrea)
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DISCUSIÓN
Existen muy pocos reportes con respec-
to a la presencia de serogrupo E. coli O157
en alpacas. No se identificó la presencia del
gen rfb O157 que codifica el antígeno somá-
tico O157 (E. coli O157) en cepas de crías
de alpacas, aunque ha sido reportado en esta
especie (VLA, 2009). En ese estudio, las
alpacas compartían espacios con ovinos,
equinos y cerdos que también resultaron po-
sitivos a E. coli O157, lo cual podría haber
favorecido la diseminación de la E. coli O157
(Hancock et al., 2001; LeJeune et al., 2001;
Davis et al., 2003).
En el Perú se ha identificado E. coli
enterohemorrágica O157 proveniente de per-
sonas con diarrea sanguinolenta y síndrome
urémico hemolítico (Huguet et al., 2002;
MINSA, 2005). Además, se ha reportado la
presencia de este serogrupo en alimentos en
un estudio realizado en Lima (Mora et al.,
2007); de allí la importancia de realizar estu-
dios para identificar los reservorios animales.
El gen eae codifica una proteína de
membrana externa llamada intimina que tie-
ne como función la adherencia de la bacteria
a la mucosa intestinal y esta asociado princi-
palmente a la lesión de adhesión y borrado
(AE: attaching and effacing) (Law, 2000).
Ese gen se detectó en siete alpacas sin dia-
rrea y cinco con diarrea, lo cual sugiere la
presencia de otros grupos patógenos como la
E. coli enteropatógena que también presen-
ta el gen eae (Batchelor et al., 1999).
Huget et al. (2002) aislaron E. coli
O157:H7 que no presentó ningún tipo de toxina
Shiga, planteando la posibilidad de que estas
cepas puedan haber portado en un primer
momento el gen y posteriormente haberlo
perdido, fenómeno similar al descrito por Feng
et al. (2001). La toxina Shiga es el principal
factor de virulencia de E. coli productor de
toxina Shiga y de E. coli enterohemorrágica.
Un estudio realizado por Arainga et al.
(2008), en Huancavelica, con muestras de
hisopados rectales de alpacas jóvenes con
diarrea, reportó la presencia de Stx1 (57%) y
Stx2 (60%) en proporciones mucho más al-
tas que las del presente estudio.
La presencia del gen Stx2 en alpacas
sin diarrea demuestra que esta especie está
actuando como un reservorio de la E. coli
productor de toxina Shiga; semejante a los
roles desempeñados por el bovino, ovino, por-
cino y otras especies (OIE, 2004).
Es necesario resaltar la mayor propor-
ción de Stx2 en comparación con Stx1, en los
dos grupos de muestras, ya que las cepas de
E. coli enterohemorrágica que presentaron
la toxina Shiga 2 son más patógenas y pro-
ducen un cuadro clínico más severo en hu-
manos comparadas con las cepas que poseen
toxina Shiga 1, y las cepas que poseen toxi-
na Shiga 1 y 2 (Pickering et al., 1994).
CONCLUSIONES
• No se identificó la presencia de
Escherichia coli O157 en crías de
alpacas (Vicugna pacos) en las cepas
de E. coli provenientes de la Empresa
EPS Rural Alianza.
• Las alpacas son una fuente de E. coli
que presentan los genes que codifican
los principales factores de virulencia (eae
y Stx) de la E. coli enterohemorrágica.
• La identificación del gen eae demues-
tran que esta especie podría ser un
reservorio asintomático de E. coli
enteropatógena.
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